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d'ARN marques ainsi obtenus La presente invention concerne 
un nouveau procede de marquage d'un acide ribonucleique 
(ARN) de synthese ou naturel. 

Par ARN de synthese, ii faut comprendre ARN obtenu par une 
technique mise au point par Thomme, par exemple une technique 
d'amplification (PCR suivi d'une transcription) ou d'amplification 
transcriptionnelle (TMA). Par ARN naturel, il faut comprendre ARN 
obtenu par extraction d'une cellule, par exemple ARN messager, 
ribosomal, de transfert. 
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(57) Abstract 

The invention concerns a method for marking a synthetic or natural ribonucleic acid (RNA). It also concerns RNA fragments ; marked 
by said method and their use. Said method consists in: fragmenting the RNA; and marking at the terminal P hos P h *^ 
and/or 5' end of each said RNA fragment, said phosphate terminal having been released during fragmentation. The invention is particularly 
applicable in the field of medical diagnosis. 

(57) Abrege* 

La presente invention concerne un proc6de de marquage d'un acide ribonucl6ique (ARN) de 
Element des fragments d'ARN marauds selon le proceed, ainsi que leur utilisation. Ce proceed consiste: a fragmented ARN et a i marquer 
SXSvS^Ln^ situe a I'extremi* 3' et/ou 5' de chaque fragment dudit ARN, ledit phosphate terminal ayant M HbM 
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lors de la fragmentation, ^invention trouve une application prefdrentielle dans le domaine du diagnostic medical. 
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Procede de marquage d'un acide ribonucleique et fragments d'ARN marques 

ainsi obtenus 

La presente invention concerne un nouveau procede de marquage d'un acide 
ribonucleique (ARN) de synthese ou naturel. 
5 Par ARN de synthese, il faut comprendre ARN obtenu par une technique mise au 

point par Phomme, par exemple une technique d' amplification (PCR suivi d'une 
transcription) ou d* amplification transcriptionnelle (TMA). Par ARN naturel, il faut 
comprendre ARN obtenu par extraction d'une cellule, par exemple ARN messager, 
ribosomal, de transfert. 

10 L'etat de la technique montre que de nombreuses methodes existent pour 

marquer des nucleotides, des oligonucleotides ou des acides nucleiques ; les 
oligonucleotides et les acides nucleiques seront designes par le terme polynucleotides. 
En ce qui concerne les oligonucleotides, le marquage peut s 'effectuer soit lors de la 
synthese, soit par incorporation d y au moins un nucleotide marque. 
15 Une premiere methode consiste a fixer le marqueur sur la base, que celle-ci soit 

naturelle ou modifiee. Une deuxieme methode propose de fixer le marqueur sur le 
sucre, Id encore qu 'il soit naturel ou modifie. Une troisieme methode a pour objet la 
fixation du marqueur sur le phosphate. 

La marquage sur la base a ete notamment utilise dans Vapproche de marquage 
20 des acides nucleiques par incorporation de nucleotides directement marques. 

Le marquage sur le sucre est souvent utilise dans le cas des sondes nucleiques 
preparees par synthese chimique. 

Le marquage sur le phosphate a ete aussi utilise pour introduire des bras 
fonctionnalises et des marqueurs lors de la synthese chimique des polynucleotides. 
25 En fait Vhomme du metier, qui doit effectuer un marquage d'un nucleotide, ou 

d'un analogue de nucleotide ou d'un acide nucleique, est enclin d effectuer cette 
fixation sur la base ou sur le sucre qui lui off rent plus de commodite et d 'alternative. 
C'est d'ailleurs ce qui ressort de I 'etude de nombreux documents, tels que EP-A- 
0.329.198, EP-A-0.302.175, EP-A-0.097373, EP-A-0.063.879, US-A-5,449,767, US- 
30 A-5,328,824, WO-A-93/16094, DE-A-3.9J0. 151, EP-A-Q.567.841 pour la base ou EP- 
A-0. 286.898 pour le sucre. 
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Neanmoins, ces techniques ont certains inconvenients, dont les deux principaux 
sont la gene sterique et Pinfluence engendrees par la presence d'un marqueur. 

Dans le cas d'un marquage effectue sur la base, la gene sterique est due a 
Pempietement du marqueur sur Tespace ou est presente une base voisine, que cette base 

5 voisine soit portee par un nucleotide adjacent du meme brin ou par le brin 
complementaire. II est assez evident egalement que la presence du marqueur sur la base 
peut gener l'efficacite et la specificite, lors de Incorporation enzymatique, et peut 
influencer la qualite des liaisons hydrogenes entre les deux brins complementaires, ce qui 
peut nuire a l'hybridation. 

10 Dans le cas d'un marquage sur le sucre, la gene sterique est due a l'empietement 

du marqueur sur Tespace ou est present un sucre adjacent porte par le meme brin. Cette 
presence du marqueur peut eloigner deux bases adjacentes portees par le meme brin et 
empecher, par la suite, la bonne hybridation avec le brin complementaire, du fait que les 
liaisons hydrogenes ne sont pas optimales entre les brins. 

15 La fixation du marqueur sur le phosphate est une technique plus complexe que 

la technique consistant a fonctionnaliser la base ou le sucre. 

Pourtant dans certains documents, ont ete proposees des techniques de 
marquage du phosphate. C'est par exemple le cas avec le document EP-A-0.280.058, 
qui decrit le marquage d'un nucleotide par fixation du marqueur sur le phosphate, ce 

20 dernier etant fixe sur le sucre en position 2 ' et/ou 5 ' quand le nucleotide est un 
disoxyribonucleotide, et en position 2\ 3' et/ou 5' quand le nucleotide est un 
ribonucleotide. II decrit egalement un polynucleotide ou oligonucleotide qui comprend 
au moins un nucleotide marque comme decrit ci-dessus ; ce nucleotide est incorpore 
dans le polynucleotide ou I 'oligonucleotide lors de la synthese. 

25 Toutefois, le marquage, propose par le document EP-A-0.280.058, ne permet 

pas d'obtenir un marquage uniforme des acides nucleiques. En effet, l'incorporation des 
nucleotides marques dans les polynucleotides ne peut pas etre controlee, il depend 
entierement de la composition en polynucleotides qui sera synthetisee. Ainsi certains 
polynucleotides peuvent contenir de nombreux nucleotides marques alors que d'autres 

30 peuvent ne pas en contenir du tout. L'intensite du signal emis par ces acides nucleiques 
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ne sera done pas uniforme, ce qui risque de rendre P interpretation des resultats difficile 
lors de leur detection. 

Dans ce cas, le marquage est un marquage biologique par incorporation, ou Pon 
ne controle pas la position des nucleotides marques. 
5 Le document US-A-5, 3/7,098 concerne des acides nuclei ques qui sont marques 

a leur extremite 5 '. Cette fixation utilise /'imidazole et un bras de liaison, II n'y a pas 
de fragmentation associee. De plus, le phosphate est rapporte, il y a done utilisation de 
kinase. 

Neanmoins et logiquement, il y aura presence d'un phosphate a chaque extremite 

10 libre de Pacide nucleique, ce qui induit au moins une etape supplemental. Ce marquage 
n'est pas associe a une fragmentation. 

De plus, en ce qui concerne les deux documents precedents, le marquage est 
realise sur des acides nucleiques de grandes tallies. En effet, aucune phase de 
fragmentation, egalement appelee phase de clivage, n'a ete decrite avant les etapes de 

15 marquage. Ainsi, lorsque Pon hybride ces acides nucleiques cibles sur des sondes de 
capture, les duplex formes apres hybridation ne sont pas stables. C'est egalement le cas 
lorsque les polynucleotides sont utilises en tant que sondes de detection. Les raisons 
peuvent etre dues a la gene sterique ou au manque de specificite entre le polynucleotide, 
qui a ete synthetise, et sa cible qui n'est pas forcement de meme taille. II va done y avoir 

20 une perte quantitative et qualitative du signal. 

La gene sterique peut etre le fait, non seulement, de la longueur de Pacide 
nucleique, mais egalement de Pexistence ou de la conservation de structures 
secondaires. La fragmentation permet de detruire ces structures et ainsi d'optimiser 
Phybridation. Cette gene sterique joue un role particulierement important dans le cas de 

25 Phybridation sur des surfaces contenant des sondes de capture a forte densite, par 
exemple les puces a ADN mises au point par la societe Affymetrix ("Accessing Genetic 
Information with High-Density DNA arrays", M. Shee et a!., Science, 274, 610-614. 
"Light-generated oligonucleotide arrays for rapide DNA sequence analysis", A. Caviani 
Pease et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 5022-5026). Dans cette technologie, 

30 les sondes de capture sont generalement de tallies reduites, autour de vingt nucleotides. 
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En ce qui concerne la fragmentation des acides nucleiques, de nombreuses 
methodes sont decrites dans I 'etat de la technique, 

Premierement, la fragmentation pent etre enzymatique, c'est-d-dire que la 
fragmentation des acides nucleiques pent etre realisee par des nucleases (DNases ou 
5 RNases). On genere alors des fragments de petites tallies avec des extremites 3 '-OH, 
5 '-OH, 3 '-phosphate, 5 '-phosphate. 

Deuxiemement, la fragmentation peut etre chimique. Par exemple dans le cas 
des ADN, on peut effectuer la depurination ou la depyrimidination des ADN, qui sont 
alors fragmentes en presence d'une base par un mecanisme dit de « fi-elimmation ». 
10 La fragmentation des ADN peut etre realisee par des mecanismes d'oxydation, 
d*alkylation t d 'addition de radicaux fibres entre autres. Pour f ragmen ter les ARN, on 
utilise des cations metalliques souvent associes a des molecules organiques utilisees 
comme catalyseurs chimiques, par exemple /'imidazole. Cette fragmentation est 
preferentiellement realisee en milieu alcalin et genere des fragments avec des 
15 extremites 3 '-phosphate, 

Cependant, ces fragmentations n'ont pas pour objet de faciliter ou de permettre 
le marquage. 

Le document WO-A-88/04300 propose une methode qui permet la 
fragmentation et le marquage d'ARN, la fragmentation s 'effectuant par I 'intermediate 
20 d'ARN ayant des proprietes enzymatiques, les ribozymes. Cette fragmentation par les 
ribozymes libere pour chaque coupure une extremite (5 ') HO-acide nucleique et une 
extremite (3 % ) HO-PO^acide nucleique. Le marquage, qui est uniquement radioactif 
s'effectue ensuite par V intermediate d'une enzyme d' incorporation (kinase) qui 
permet V incorporation d'un phosphate radioactif rapporte, provenant d'une molecule 
25 de y-GTP. Cette fixation s 'effectue uniquement au niveau de I extremite 5 De plus, la 
fragmentation est realisee uniquement par des ribozymes, ce qui implique qu *il y ait 
une specificite entre ceux-ci et les acides nucleiques cibles a couper. Le phosphate fait 
alors office de marqueur. 

Notre invention permet une fixation d'un marqueur au niveau du seul phosphate, 
30 d'un fragment d'acide nucleique, libere lors de la coupure. II n'y a aucune specificite, la 
fragmentation pouvant etre realisee sur n'importe quel type d'acide nucleique et ce de 
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maniere aleatoire. En fait, notre procede permet par exemple la preparation de sonde de 
detection. Enfin, le phosphate n'est qu'un bras de liaison entre Pacide nucleique et le 
marqueur. 

5 Aucun procede de fragmentation avant marquage en une ou deux etapes n'a ete 

decrit dans Part anterieur. 

La presente invention propose done un procede qui pallie les inconvenients 
precedemment cites. En efFet, il permet d'obtenir un marquage uniforme des fragments 
d'ARN, des la fragmentation terminee. De plus, la fragmentation permet d'obtenir des 
10 fragments d'une taille optimale pour une eventuelle hybridation. L'hybridation etant de 
meilleure qualite, la revelation de cette hybridation sera plus rapide et efficace. 

Par marquage, on entend la fixation d'un marqueur capable de generer 
directement ou indirectement un signal detectable. Une liste non limitative de ces 
marqueurs suit : 

15 • les enzymes qui produisent un signal detectable par exemple par colorimetrie, 
fluorescence, luminescence, comme ia peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, 
la P-galactosidase, la glucose-6-phosphate dehydrogenase, 

• les chromophores comme les composes fluorescents, luminescents, colorants, 

• les groupements a densite electronique detectable par microscopie electronique ou 
20 par leur propriete electrique comme la conductivity, Tamperometrie, la voltametrie, 

P impedance, 

• les groupements detectables, par exemple dont les molecules sont de tallies 
suffisantes pour induire des modifications detectables de leurs caracteristiques 
physiques et/ou chimiques, cette detection peut etre realisee par des methodes 

25 optiques comme la diffraction, la resonance plasmon de surface, la variation de 
surface, la variation d' angle de contact ou des methodes physiques comme la 
spectroscopic de force atomique, Peffet tunnel, 

• les molecules radioactives comme le 32 P, le 35 S ou le l25 I. 

Des systemes indirects peuvent etre aussi utilises, comme par exemple des 
30 ligands capables de reagir avec un anti-ligand. Les couples ligand/anti-ligand sont bien 
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connus de l'homme du metier, ce qui est le cas par exemple des couples suivants : 
biotine/streptavidine, haptene/anticorps, antigene/anticorps, peptide/anticorps, 
sucre/lectine, polynucleotide/complementaire du polynucleotide. Dans ce cas, c'est le 
ligand qui porte F agent de liaison. L'anti-ligand peut etre detectable directement par les 
5 marqueurs decrits au paragraphe precedent ou etre lui-meme detectable par un 
ligand/anti-ligand. 

Ces systemes de detection indirects peuvent conduire, dans certaines conditions, 
a une amplification du signal. Cette technique d'amplification du signal est bien connue 
de rhomme du metier, et Ton pourra se reporter aux demandes de brevet anterieures 
10 FR98/10084 ou WO-A-95/08000 de la demanderesse ou a Particle J. Histochem. 
Cytochem. 45 : 481-491, 1997. 

A cet effet, la presente invention concerne un procede de marquage d'un acide 
ribonucleique (ARN) de synthese ou naturel, caracterise en ce qu'il consiste : 
15 - a fragmenter TARN, et 

- a marquer au niveau du phosphate terminal situe a l'extremite 3' et/ou 5' de chaque 
fragment dudit ARN, ledit phosphate terminal ayant ete libere lors de la fragmentation. 

Selon un mode preferentiel de fonctionnement, le marquage de l'extremite 3' de 
chaque fragment de TARN s'effectue pour chaque fragment a 1'exception du fragment 
20 constituant l'extremite 3' et/ou 5' de TARN de depart, et/ou le marquage de l'extremite 
5' de chaque fragment de TARN s'effectue pour chaque fragment a I'exception du 
fragment constituant l'extremite 5' de TARN de depart. 

Selon un premier mode de realisation, la fragmentation et le marquage s'effectue 
en une etape. 

25 Selon un second mode de realisation, la fragmentation et le marquage s'effectue 

en deux etapes. 

Quel que soit le mode de realisation, le marquage de l'extremite 3' ou 5' d'un 
fragment d'ARN s'effectue par fixation, sur le phosphate en position 2', en position 3' 
ou en position 2'-3'-monophosphate cyclique, par rapport au ribose, d'une fonction 
30 reactive portee par un marqueur ou pouvant s'associer ulterieurement a au moins un 



WO 99/65926 



7 



PCT/FR99/01469 



marqueur. Lorsqu'il y a au moins deux marqueurs, il s'agit d'une technique 
d'amplification du signal. 

La fragmentation et/ou le marquage de Pextremite 3' ou 5' d'un fragment 
d'ARN s'effectue par fixation, sur le phosphate en position 2\ en position 3' ou en 
5 position 2'-3'-monophosphate cyclique, par rapport au ribose, d'une fonction 
nucleophile, electrophile, halogenure portee par un marqueur ou pouvant s'associer 
ulterieurement a un marqueur. 

La fragmentation de PARN s'effectue par voie enzymatique, chimique ou 
physique. 

10 La fragmentation par voie enzymatique de TARN est realisee par des nucleases. 

La fragmentation par voie chimique de PARN est realisee par des cations 
metalliques associes ou non a un catalyseur chimique. 

Dans ce cas, les cations metalliques sont des ions Mg", Mn\ Cu ++ , Co ++ et/ou 
Zn ++ , et le catalyseur chimique est constitue par de P imidazole, un analogue substitue, 
15 par exemple le N-methyl-imidazole, ou toute molecule chimique ayant une affinite pour 
PARN et portant un noyau imidazole ou un analogue substitue. 

La fragmentation par voie physique de PARN est realisee par soni cation ou par 
radiation. 

Dans tous les cas de figure, le marquage de Pextremite 3' ou 5' d'un fragment 
20 d'ARN s'effectue par fixation, sur le phosphate relie a la position 2\ a la position 3' ou 
a la position 2'-3' -monophosphate cyclique du ribose, d'une molecule R-X, ou R est 
constitue par le marqueur et X est Pagent de liaison entre le marqueur et PARN, tel 
qu'un groupement hydroxyle, amine, hydrazine, alcoxylamine, halogenure d'alkyle, 
phenyl-methyle halogenure, iodoacetamide, maleimide. 
25 La presente invention consiste egalement en un fragment d'ARN obtenu par le 

procede, selon les caracteristiques ci-dessus exposees, qui est caracterise par le fait que 
le fragment d'ARN comporte, d'une part, un seul nucleotide marque au niveau du 
phosphate terminal situe a Pextremite 3' ou 5' du fragment d'ARN, ledit phosphate 
terminal ayant ete libere lors de la fragmentation, et d' autre part, au moins un autre 
30 nucleotide dont la base (purique : adenine/guanine ou pyrimidique : uracyle/cytosine) est 
identique a celle du nucleotide marque. 
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Ce fragment d'ARN comporte de 10 a 100 nucleotides, preferentiellement de 30 
a 70 et preferentiellement de 40 a 60 nucleotides. 

Selon un mode preferentiel de realisation, le fragment d'ARN comporte au 
moins un nucleotide thiophosphate. 
5 De plus, le nucleotide marque est un nucleotide thiophosphate. 

L'invention concerne I'utilisation d'un fragment d'ARN, tel que defini ci-dessus, 
comme sonde de detection d'un ARN et/ou d'un ADN ou d'un fragment d'ARN et/ou 
d'ADN. 

L'invention concerne enfin I'utilisation d'un fragment d'ARN, tel que defini ci- 
10 dessus, comme cible marque pouvant se fixer sur une sonde de capture. 

Les figures ci-jointes montrent differents modes de synthese de fragments 
d'ARN marques selon l'invention, ainsi que les fragments ainsi obtenus. lis representent 
des modes particuliers de realisation et ne peuvent pas etre consideres comme limitant la 
portee de la presente invention. 
15 La figure 1 represente une vue schematique de la fragmentation chimique d'un 

ARN, en presence de cations Mn ++ et d'imidazole. 

La figure 2 represente une vue schematique de la fragmentation et du marquage 
d'un ARN, par un marqueur portant une fonction nucleophile. 

La figure 3 represente un marqueur utilisable avec le procede expose a la figure 
20 2, ce marqueur etant constitue par de la fluoresceine-cadaverine. 

La figure 4 represente un marqueur utilisable avec le procede expose a la figure 
2, ce marqueur etant constitue par de la fluoresceine-hydrazide. 

La figure 5 represente un marqueur halogene utilisable avec le procede selon 
l'invention. 

25 La figure 6 represente une vue schematique de Pextremite 3' d'un fragment 

d'ARN obtenu par un procede selon la presente invention, ou le marqueur est fixe sur 
un phosphate naturel, Z etant un bras de couplage, egalement appele bras espaceur, tel 
que defini dans une precedente demande de brevet de la demanderesse deposee le l cr 
aout 1997 sous le numero PCT/FR97/01445. Cette definition de Z est egalement vraie 

30 pour les figures 7 et 8. 
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La figure 7 represente une vue schematique de l'extremite 3' d'un fragment 
d'ARN obtenu par un procede selon la presente invention, ou le marqueur est fixe sur 
un thiophosphate. 

Enfin, la figure 8 represente une vue schematique de l'extremite 5' d'un fragment 
5 d'ARN obtenu par un procede selon la presente invention, ou le marqueur est fixe sur 
un phosphate naturel. 

Le procede decrit sur les figures peut etre en une etape, comme c'est le cas sur la 
figure 2 ou la fragmentation et le marquage sont realises conjointement par un 
10 nucleophile marque. 

Le procede peut etre realise egalement en deux etapes. Une premiere etape de 
fragmentation selon la figure 1, par action de Fimidazole par exemple. Enfin, une 
seconde etape de marquage par T intermediate d'un marqueur, represente de maniere 
non limitative aux figures 3 a 5 ; un tel marquage s'efFectue sur le phosphate libere et est 
15 expose aux figures 6 a 8. 

Exemple 1 - Preparation des ARN amplicons et ARN transcrits 

A - Preparation des amplicons naturels : 

20 Les amplicons naturels (ARN simple brin) sont prepares en utilisant la technique 

d'amplification TMA (Transcription-Mediated Amplification) developpee par Gen Probe 
(San Diego, CA). Le brin d'ARN amplifie correspond a la sequence 16S des ribosomes 
de Mycobacterium tuberculosis (ATCC -27294). L'ARN 16 S a ete clone dans un 
plasmide et transforme dans des bacteries issues du kit TA Cloning Dual Promoter 

25 (Ref : K2050-01- Invitrogen, Groningen, Pays Bas). Apres culture en milieu LB (decrit 
par exemple dans le Maniatis) et extraction de l'ADN bacterien par lyse alcaline, le brin a 
ete transcrit par le kit "Ampli Scribe T7 Transcription" (Ref : AS 2607 - Epicentre 
Technologies (Madison, Wl)). Le nombre de copies par microlitre a ete determine par 
mesure de l'absorbance a 260 nm. 

30 



I 
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B - Preparation des ARN transcrits a partir d'ADN obtenu par TMA : 
II convient tout d'abord de noter que le produit d'amplification TMA contient, 
en plus des ARN, des amplicons ADN, dans une proportion de sensiblement 90 % 
d'ARN pour 10 % d'ADN. Ce sont ces amplicons ADN qui ont ete aussi utilises pour 
5 produire des ARN simple brin par transcription in vitro. 

On a tout d'abord dans une premiere etape obtenu des amplicons avec le kit 
Mycobacterium Tuberculosis Direct (MTD) de Gen Probe (Ref. : 100 IE), de la meme 
maniere que precedemment selon le protocole decrit dans l'etape 1-A ci-dessus. 

Dans une seconde etape, la transcription a ete realisee sur une matrice ADN 
10 obtenue par TMA de la premiere etape, a partir d'une matrice ARN 16S de 
Mycobacterium tuberculosis 

La transcription a ete realisee a partir de 5 |il de produits TMA en utilisant le kit 
MEGAscript T7 (AMBION, Austin, TX, Ref : 1334). La reaction a eu lieu pendant une 
heure a 37°C. 

15 

C - Preparation des ARN transcrits a partir d'ADN obte nus par PCR : 
A partir d'un isolat bacterien (ATCC-27294), cultive sur milieu Lowenstein- 
Jensen, une ou deux colonies (3-5 mm de diametre equivalent a 10 8 bacteries) ont ete 
recoltees a 1'aide d'une spatule et remis en suspension dans 250 jil d'eau sterile dans un 
20 tube Eppendorf de 1,5 ml. Les acides nucleiques ont ete extraits du materiel cellulaire de 
la suspension bacterienne par une agitation vigoureuse au moyen d'un vortex en 
presence de billes de verre. Une telle extraction est bien decrite dans les demandes de 
brevet FR97/12164 du 23 septembre 1997 et FR98/09583 du 23 juillet 1998 deposees 
par la demanderesse. 

25 Un aliquote de 5 \x\ du lysat a ete ajoute directement a la reaction de PCR. II est 

aussi possible d'ajouter 20 ng d'ADN plasmidique directement a la reaction de PCR. 

La region 16S hypervariable a ete amplifiee par PCR en utilisant des amorces 
specifiques du genre Mycobacterium (positions 213-236 et 394-415 sur la sequence de 
reference de M tuberculosis, M20940, Genbank), la taille de I'amplicon etant de 202 

30 paires de bases (pb). Les amorces contiennent aussi des sequences de promoteurs de 
bacteriophage T3 ou T7, a leur extremite 5V Dans la representation des amorces qui suit, 
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la sequence des promoteurs est en caracteres minuscules et gras, alors que la sequence 
des mycobacteries est en majuscules : 

T3 - Ml 5-aattaaccctcactaaagggAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCA 
T7 - M2 S'-gtaatacgactcactatagggcTGTGGCCGGACACCCTCTCA 



La PCR a ete realisee dans un volume reactionnel de 100 jal contenant 50 mM 
KC1, 10 mM de Tris, pH = 8,3, 1,5 mM de MgCI 2 , 0,001% (m/v) de gelatine, 5 % (v/v) 
de DMSO, 0,5 [iM de chaque amorce, 200 [xM. de chacun des quatre desoxynucleotides 

10 triphosphates, et 1,5 unites de polymerase Taq (AmpIiTaq, Perkin-Elmer, Norwalk, 
CT). La reaction de PCR a ete pratiquee dans un thermocycleur 2400 Perkin-Elmer 
(Norwalk, CT) avec une etape initiale de denaturation a 94°C de 5 minutes (mn), et 35 
cycles de 45 secondes (s) a 94°C, 30 s a 60°C, 30 s a 72°C, suivis de 10 mn a 72°C 
apres le dernier cycle. Les produits de la reaction de PCR ont ete analyses par 

15 electrophorese sur gel d'agarose. 

Les amplicons contenant les promoteurs ont ete utilises pour produire des ARN 
simple brin par transcription in vitro. Chaque reaction d'un volume de 20 ^1 contient 
approximativement 50 ng de produits PCR, 20 unites de polymerase T3 ou T7 
(Promega, Madison, WI)), 40 mM de tampon Tris-Acetate, pH = 8,1, 100 mM 

20 d'acetate de Magnesium [Mg(AcO) 2 ]> 10 mM de DTT, 1,25 mM de chaque nucleotide 
triphosphate (ATP, CTP, GTP, UTP). La reaction a eu lieu pendant une heure a 37°C. 



D - Preparation des ARN transcrits contenant des thiophosphates a partir 
d'ADN obtenus par PCR : 
25 , Les amplicons obtenu par PCR, selon 1' etape precedente 1-C, contenant les 
promoteurs ont ete utilises pour produire des ARN simple brin contenant des 
thiophosphates par transcription in vitro. Chaque reaction d'un volume de 20 nl contient 
alors approximativement 50 ng de produits PCR, 20 unites de polymerase T3 ou T7 
(Promega, Madison, WI)), 40 mM de tampon Tris-Acetate, pH = 8,1, 100 mM 
30 d'acetate de Magnesium [Mg(AcO) 2 ], 10 mM de DTT, 1,25 mM de chaque sorte de 
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nucleotides triphosphates ou thiophosphates (ATP-a-thiophosphate (ATP-a-S) ou 
CTP-a-thiophosphate (CTP-a-S)) selon deux solutions differentes : 

- ATP-a-S, CTP, GTP et UTP, ou 

- ATP, CTP-a-S, GTP et UTP 

5 La reaction a eu lieu pendant une heure a 37°C. 

Le nucleotide thiophosphate utilise etait present a 100% des 1,25 mM, venant 
done en substitution du nucleotide naturel correspondant. Dans chaque cas, le produit 
de transcription a ete analyse par electrophorese sur gel de poiyacrylamide a 6% en 
presence d'uree 7M. Apres coloration au bromure d'ethidium, la taille du transcrit est 
10 controlee et quantifiee par rapport a un standard depose sur le gel. 

Les nucleotides ATP-a-S et CTP-a-S ont ete obtenus de N&N Life Science 
Products (Boston, MA - USA). 

Exemple 2 - Fragmentation chimique des ARN : 

15 

La fragmentation chimique des ARN est souvent catalysee par des cations 
metalliques (Mn ++ , Mg ++ ...) qui, en se liant au groupement phosphate, neutralisent la 
charge negative de Toxygene et facilite ainsi 1'attaque nucleophile sur le phosphate par 
Thydroxyle en position 2' du ribose. 
20 Cette attaque nucleophile peut etre renforcee par la presence de molecules qui 

sont donneurs et accepteurs de protons, telles que le noyau imidazole (R. Breslow et R. 
Xu, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 1201-1207, 1993), comme cela est bien represents 
dans la figure 1 . 

La fragmentation peut etre realisee a differentes temperatures et dans differentes 
25 conditions. Selon le descriptif qui va suivre, deux types de fragmentations differentes ont 
ete realisees. 

II peut y avoir une fragmentation a 60°C . Dans ce cas, les transcrits ARN 16S de 
Mycobacterium tuberculosis, ci-apres appelee Mycobacteries, qui component 330 
nucleotides (environ 66 pmoles), sont incubes dans une solution aqueuse d' imidazole 
30 (30mM) et de chlorure de manganese (30mM) a 60°C pendant 30 min. Le volume totale 
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de la solution de fragmentation est de 100 \x\. L'ARN fragmente est ensuite analyse sur 
gel de polyacrylamide (6X, uree 7M) et colore au bromure d'ethidium. 

II peut egalement y avoir une fragmentation a 95°C . AJors, les transcrits ARN 
16S de 330 nucleotides (66 pmoles) Mycobacteries sont incubes dans une solution 
5 aqueuse de chlorure de magnesium (30mM) a 95°C pendant 30 min. Le volume totale 
de la solution de fragmentation est de 100 \x\. L'ARN fragmente est ensuite analyse sur 
gel de polyacrylamide (6X, uree 7M) et colore au bromure d'ethidium. 

Dans les deux types de fragmentation, Tanalyse sur gel montre la disparition du 
10 produit de depart et 1'apparition de plusieurs fragments plus courts, dont la population la 
plus importante a une taiile comprise entre 20et 50 nucleotides 

Ce sont ces deux protocoles qui ont ete utilises pour introduire un marqueur 
fluorescent sur la chaine d'ARN pendant sa fragmentation. 

15 Exemple 3 - Marquage pendant la fragmentation par introduction de 

marqueurs portant une fonction nucieophile : 

Une fonction plus nucieophile que Phydroxyle, en position T du ribose, peut 
attaquer le phosphate neutralise et permettre ainsi la fragmentation de la chaine d'ARN 
20 en generant des fragments lies a cette fonction, via le groupement phosphate. Selon la 
figure 2, cette fonction peut etre liee a un marqueur pour generer des fragments d'ARN 
marques. 

La fluoresceine-cadaverine, exposee en figure 3, portant une fonction amine et la 
fluoresceine-hydrazide, detaillee en figure 4, portant une fonction hydrazide ont ete 
25 utilisees pour marquer un ARN 16S (330 nucleotides) de Mycobacteries, pendant la 
fragmentation a 65°C. De tels ARN ont ete obtenus selon Pexemple IB 

La fluoresceine cadaverine et la fluoresceine hydrazide ont ete solubilisees dans 
de la DMF a une concentration finale de 7,5 mM. Elles proviennent de chez Molecular 
Probes (Eugene, OR, USA). 
30 A la cible d'ARN 16S (66 pmoles) en solution dans le tampon de fragmentation 

a 65°C (exemple 1), 1 \x\ de la solution de marqueur (7,5mM dans DMF) a ete ajoute. 
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Apres incubation a 65°C pendant 30 minutes, chaque produit de reaction a ete hybride, 
detecte et analyse sur une puce a ADN (Asymetrix, Santa Clara, CA USA) selon le 
protocole fourni par le constructeur. Ces puces sont con^ues pour V identification de 
region particuliere, et dans le cas present de la region 213-415 de la sequence M20940 

5 « Genbank » de TARN 16S de Mycobacterium tuberculosis. Dans le cas de la 
fluoresceine cadaverine ou de la fluoresceine hydrazide, la sequence a ete retrouvee a 
66%. Ceci indique que dans chaque cas le marqueur a ete introduit pendant la 
fragmentation generant ainsi des fragments fluorescents et detectables. Une telle 
identification est bien decrite dans l'article d'A. Troesch et al, J. Clin Microbiol., 37(1), 

10 p. 49-55, 1999. 

Exemple 4 - Marquage pendant la fragmentation via un marqueur portant 
un halogenure de methyle : 

15 II est connu qu'un monophosphate peut etre substitue par un marqueur portant 

un groupement phenyl-methyle halogenure (Voir T. Furuta et al., J. Chem. Soc. Perkin 
Trans. 1 3139- 3142, 1993). La 5-bromo-fluoresceine, representee a la figure 5, fait 
partie de cette categorie de marqueurs halogenes. 

Sachant que la reaction de fragmentation libere des extremites 3'- 

20 monophosphate cyclique, en equilibre avec les formes ouvertes, Tetape de fragmentation 
peut servir pour attacher un marqueur sur les groupements phosphate en 3' des 
fragments ARN. 

A - Marquage des amplicons ARN obtenus par amplification TMA 
25 Des amplicons ARN 16S (330 nucleotides) de Mycobacteries ont ete prepares 

par amplification TMA, comme decrit dans Texemple 1-A. La 5-bromo-fluoresceine a 
ete obtenue chez Molecular Probes (Eugene, OR, USA). Le chlorure de manganese a 
ete obtenu chez Sigma et Timidazole chez Aldrich. 



30 



A - J. Marquage de 50 /// de TMA : protocole utilisant 6 mM d 'imidazole et 60 
mMdu chlorure de manganese : 
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A 165 nl d'eau RNase free (Sigma), dans un tube en polypropylene de 5 ml, dont 
les dimensions sont de 12 mm de diametre pour 75 mm de longueur, on ajoute 15 pi 
d'une solution d'imidazole (0,1 M), 15 pi d'une solution de chlorure de manganese (1 
M), 2,5 pi la 5-bromofluoresceine (100 mM) dans le DMSO puis 50pl de produits 
5 TMA. Le melange est homogeneise par agitation au vortex et incube a 60°C pendant 30 
mn. 

Apres incubation, la solution a ete utilisee sans aucune purification pour 
Thybridation et la detection sur puce a ADN. (Affymetrix, Santa Clara, CA USA), 
egalement appelee biopuce. Le protocole utilise pour cette etape d'hybridatton est celui 
10 fourni par le constructeur. Ces puces sont conges pour V identification de la region 213- 
415 de la sequence M20940 « Genbank » de TARN 16S de Mycobacterium 
tuberculosis. Les resultats sont donnes dans le tableau 1 ci-dessous : 



Score obtenu 


Intensite Mediane (Rfu) 


Bruit de fond (Rfu) 


91,2% 


1727 


834 



15 Tableau I : Resultats du marquage des fragments d'ARN marques sans purification 

Le pourcentage d'identification ou score obtenu correspond, dans T identification 
par la technologic de la biopuce, a un pourcentage d'analyse par rapport a la sequence 
de reference. La sequence est identifiee a 91,2% et Tintensite mediane est de 1727 Rfu. 

20 Ceci indique que dans chaque cas le marqueur a ete introduit pendant la fragmentation 
generant ainsi des fragments fluorescents et detectables. II est aussi important de noter 
que le produit de reaction de marquage a ete hybride directement sur la puce sans 
aucune purification prealable. Ce resultat est tres interessant et montre que des ARN 
transcrits non purifies peuvent etre marques de maniere efficace par ce protocole de 

25 fragmentation utilisant l'imidazole et le chlorure de manganese. 
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Dans un deuxieme temps, nous avons tente le marquage de 50 jil puis 100 jal 
(volume total) d'une reaction TMA decrite dans Pexemple 1-A, en utilisant le protocole 
de marquage decrit ci-dessus et une etape de purification avant hybridation sur la puce a 
ADN. 

5 Apres incubation a 65°C, les deux produits de reaction de marquage contenant 

50 jil et 100 ^1 de TMA ont ete traites au butanol-1 pour extraire I'exces de la 5- 
bromofluoresceine. Cette extraction a ete realisee avec deux fois 1ml de butanol-1 
sature en eau. Une telle extraction, comme celles qui suivront, est bien connue de 1'etat 
de la technique. Des informations complementaires peuvent notamment etre trouvees 

10 dans le document Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning (Second Edition, 
1.46) Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Les resultats sont donnes dans le 
tableau 2 ci-dessous. Ces mesures sont effectuees apres hybridation et lecture sur la 
biopuce. 



Volume de TMA 


Score obtenu 


Intensite Mediane (Rfu) 


Bruit de fond (Rfu) 


50 ul 


95,9 % 


6867 


169 


100 ul 


96,7% 


5775 


275 



15 

Tableau 2 : Resultats du marquage des fragments d'ARN marques avec purification 

Le pourcentage d'identification ou score obtenu est voisin de 100% et les 
intensites obtenues sont tres elevees. Ceci montre qu'une etape de purification avant 
20 hybridation peut ameliorer les pourcentages d' identification, les intensites de marquage 
et reduire le bruit de fond. En efFet, d'eventuels cycles de lavage post-hybridation 
supplementaires ne sont plus necessaires. 

A - 2. Marquage de 50 jul de TMA : protocole utilisant 30 mM d'imidazole et 30 
25 mM du chlorure de manganese 

A 112 |al d'eau RNase free (Sigma) dans un tube en polypropylene de 5 ml, on 
ajoute 75 ul d'une solution d'imidazole (0,1 M), 7,5 \x\ d'une solution de chlorure de 
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manganese (1 M), 2,5 ^1 la 5-bromofluoresceine (100 mM) dans le DMSO puis 50 ^1 de 
produits TMA. Le melange est homogeneise par agitation au vortex et incube a 60°C 
pendant 30 mn 

Apres incubation, les deux produits de reaction de marquage sur 50 ^1 de 
5 produits TMA ont ete traites au butanol-1 pour extraire Texces de la 5- 
bromofluoresceine. Ces mesures sont effectuees apres hybridation et lecture sur la 
biopuce. Cette extraction a ete realisee avec deux fois 1 ml de butanol-1 sature en eau. 
Les resultats sont donnes dans le tableau 3 ci-dessous. 



Volume de TMA 


Score obtenu 


Intensite Mediane (Rfu) 


Bruit de fond (Rfu) 


50 Ml 


92,7 % 


444 


131 



10 

Tableau 3 : Resultats du marquage des fragments d' ARN marques avec purification 

La sequence amplifiee est identifiee a 92,7% et Pintensite mediane est de 444 
Rfu. Ces resultats montrent que le protocole utilisant 30 mM d'imidazole et 30 mM de 
15 MnCl 2 produit des fragments d'amplicon marques. Cependant le niveau d'intensite est 
inferieur a celui obtenu avec le protocole imidazole/MnCl 2 = 6 mM/60 mM. 

Cette strategic peut etre optimisee La concentration elevee en sel metallique est 
certainement tres importante pour la reaction de marquage. D'autres metaux ou d'autres 
tampons peuvent etre utilises pour realiser cette reaction de marquage pendant la 
20 fragmentation. 

B - Marquage des ARN transcrits obtenus par transcription post-amplification 
TMA : 

Des cibles ARN transcrits 16S (330 nucleotides) de mycobacteries ont ete 
preparees par transcription, comme decrit dans Texemple 1-B. 
25 A 165 |il d'eau RNase free (Sigma) dans un tube en polypropylene de 5 ml, on 

ajoute 15 nl d'une solution d'imidazole (0,1 M), 15 jil d'une solution de chlorure de 
manganese (1 M), 2,5 \i\ la 5-bromofluoresceine (100 mM) dans le DMSO puis 50 ^1 de 
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produit de transcription. Le melange est homogeneise par agitation au vortex et incube a 
60°C pendant 30 mn. 

Apres incubation, la solution a ete traitee comme decrit dans Texemple 3 (A - 
1.) pour eliminer l'exces de la 5-bromofluoresceine. L'hybridation et la detection ont ete 
5 realisees ensuite sur la puce a ADN (Aflymetrix, Santa Clara, CA USA), con<?ues pour 
l'identification de la region 213-415 de la sequence M20940 « Genbank » de I'ARN 16S 
fa Mycobacterium tuberculosis. Les resultats sont donnes dans le tableau 4 ci-dessous. 



Score obtenu 


Intensite Mediane (Rfu) 


Bruit de fond (Rfu) 


97,6 % 


1426 


147 



10 Tableau 4 : Resultats du marquage des ARN obtenus par transcription post- 

amplification TMA 

La sequence est identifiee a 97,6% et I'intensite mediane est de 1426 Rfu. Ce 
resultat montre que la strategic de marquage pendant la fragmentation utilisee pour 
15 marquer des ARN produits par transcription post-TMA est efficace. Ces cibles ARN 
transcrits sont utilisees dans la reaction de marquage sans aucune purification. 



C - Marquage des ARN transcrits contenant des thiophosphates post- 
am plification PCR : 

20 Des cibles ARN 16S (330 nucleotides) de mycobacteries ont ete produites par 

des reactions de transcription post-PCR ou 100% de l'adenine tri-phosphate (ATP) a ete 
remplacee par l'ATP-a-thio (deux manipulations ont ete realisees) ou bien 100% de la 
cytidine tri-phosphate (CTP) a ete remplacee par la CTP-a-thio (une manipulation a ete 
realisee), comme indique dans Pexemple 1-D 

25 Ces ARN ont ete marques en utilisant le protocole decrit ci-dessus en presence 

de 1'imidazole et du chlorure de manganese. Apres incubation a 65°C pendant 30 mn, le 
produit de reaction a ete hybride, detecte et analyse sur puce a ADN (Affymetrix, Santa 
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Clara, CA USA) selon le protocole fourni par le constructeur. Les resultats sont donnes 
dans le tableau 5 ci-dessous. 



Transcrits 


Score obtenu 


Intensite Mediane (Rfu) 


ATP-a-S 


97,1% 
100% 


1186 
1290 


CTP-a-S 


93,6% 


1027 



5 Tableau 5 : Resultats du marquage des ARN contenant des thiophosphates obtenus par 

transcription post-amplification PCR 

Les sequences sont identifies a 97,1 et 100% dans le cas de F ATP-a-S et a 
93,6% dans le cas de la CTP-a-S. Les intensites medianes sont comprises entre 1000 et 
10 1300 Rfu. Ce resultat montre que la strategic de marquage pendant la fragmentation 
utilisee pour marquer des ARN, contenant des thio-phosphates, est efficace, et meme 
aussi efficace que nucleotides ne contenant pas de soufre. Ces cibles ARN transcrits sont 
utilisee dans la reaction de marquage sans aucune purification. 

15 Exemple 5 - Marquage d'ARN naturel : 

Une suspension bacterienne est obtenue a partir d'une souche pure isolee sur 
milieu solide. Cette suspension realisee en eau sterile est standardisee a un indice de 2 
MacFarland (soit environ 3.10 8 bacteries/ml) puis est centrifugee en tube Eppendorf 
20 pendant 1 min. 

L'ARN est extrait de la bipmasse bacterienne de la fa9on suivante. Le culot 
bacterien est lyse par resuspension dans 100 \x\ de tampon de lyse (Tris.HCI 30 mM, 
EDTA 5mM, NaCI 100 mM SDS 2%, proteinase K 5 mg /mi, pH 7,3 en presence de 50 
^il de billes de verre rondes de 100 ^m de diametre, fabrication VIA1 France). On 
25 vortexe pendant 30 sec. Puis on incube pendant 15 mn a 37°C. On ajoute alors 100 ^1 
de phenol satur6. On soumet a un vortex pendant 30 s. La phase aqueuse est recuperee 



WO 99/65926 



PCT/FR99/01469 



20 



puis extraite avec 100 jil de chloroforme. On soumet a nouveau a un vortex pendant 30 
s. La phase aqueuse est de nouveau recuperee. Deux extractions ether sont conduites 
puis ce solvant est evapore. II reste alors environ 50 |al de phase aqueuse contenant les 
ARN totaux. De maniere alternative pour cette extraction on peut utiliser le kit Qiagen 
5 RNeasy. 

Le marquage des ARN totaux de la biomasse bacterienne par la technique decrite 
dans la presente invention est realisee de la fa<?on suivante par ajout des reactifs dans 
l'ordre suivant : 
10 - totalite des ARN extraits (50 ^1), 

- eau (qsp 100 jal), 

- 6 |il imidazole 1 M (60 mM final), 

- 6 \i\ MnCI 2 1 M (60 mM final), 

- on soumet la solution a un vortex pendant 10 s, 

15 -2 \i\ de 5-Bromo-fluoresceine 50 mM (1 mM final), 

- on homogeneise en prelevant plusieurs fois a 1'aide d'une pipette, 

- on soumet a nouveau a un vortex pendant 1 s, 

- on centrifuge 1 s pour collecter en bas du tube, et 

- on incube 30 mn a 60 °C. 

20 

Pour eliminer le marqueur libre en exces, on procede ensuite de la fa?on 
suivante. A partir des 100 ^1 marques on ajoute : 

- 40 nl d'ADN de sperme de saumon 

- 100 nl d' acetate de sodium 3 M (610 mM) final) pH 5,2 
25 - 250 ^ d'isopropanol froid (-20°C) 

On soumet a un vortex, puis on centrifuge 1 mn. On elimine le surnageant. Le 
culot est alors remis en suspension dans le tampon d'hybridation (6 x SSPE, 5mM 
DTAB, betaine 3 M, Triton 0.05 %, 250 pg/ml d'ADN de sperme de hareng) 
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On visualise sur un gel d'agarose 1% avec le bromure d'ethidium : 

• un aliquote de la preparation d'ARN totaux avant marquage selon I'invention 

(A), 

• un aliquote de la preparation d'ARN totaux apres marquage selon l'invention 

5 (B). 

Apres visualisation du bromure d'ethidium sous ultraviolets (UV), on note : 

- pour le puits A la presence des bandes caracteristiques d'ARN majoritaires, avec de 
haut en bas: 23S, 16S puis une bande diffuse correspondant a la population d'ARN 

10 messager, 

- pour le puits B la presence en bas du gel d'une population correspondant au melange 
total d'ARN fragmente. 

Apres visualisation de la fluoresceine, on note : 
15 - pour le puits A : rien du tout, 

- pour le puits B la presence en bas du gel d'une population correspondant au melange 
d'ARN fragmente et marque de maniere covalente a la fluoresceine ce qui montre que 
les ARN ont ete fragmentes et marques. Ce controle a ete effectue pour toutes les 
especes bacteriennes decrites dans le tableau ci-dessous. 

20 Un aliquote des ARN ainsi marques est hybride sur un support solide en verre 

(biopuce) ou sont greffes par photolithographie des oligonucleotides permettant 
Pidentification de ces differentes especes selon un procede equivalent a celui decrit dans 
Particle d'A. Troesch et al, J. Clin Microbiol., 37(1), p. 49-55, 1999. Les resultats sont 
reproduits sur le tableau 6 suivant. 

25 
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Reference 


Reference 




Especes 


souchier 


souchier 


Score obtenu 




international 


interne 




Escherichia coli 


ATCC1 1775T 


7308009 


86,3% 


Streptococcus pneumoniae 


NCTC7465T 


7804060 


87,2% , 


Klebsiella pneumoniae 


ATCC13883T 


7308012 


84,6% 


Pseudomonas aeruginosa 


A1CCIU14D 


*7*5 r\c\c\r\ i 


/y,i% 


Enterobacter cloacae 


ATCC13047T 


7308013 


81% 


Streptococcus agalactiae 


ATCC13813 


7701031 


89,1% 


Klebsiella oxytoca 


ATCC13182T 


921 1047 


85,5% 


Citrobacter freundii 


ATCC29935T 


9410068 


81,5% 


Salmonella typhimurium 




9810059 


71,3% 



Tableau 6 : Resultats du marquage des ARN naturels de differentes especes 

L'espece ayant le score le plus eleve sur la biopuce est toujours Tespece 
5 recherche, le score obtenu est indique sur la colonne de droite. 

Pour toutes les especes, 1' identification est correcte, montrant que le procede de 
la presente invention est efficace aussi bien sur ARN naturels que sur des ARN issus 
d'une technique d' amplification. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de marquage d'un acide ribonucleique (ARN) de synthese ou naturel, 
caracterise en ce qu' il consiste : 

5 - a fragment er TARN, et 

- a marquer au niveau du phosphate terminal situe a 1'extremite 3' et /ou 5' de chaque 
fragment dudit ARN, ledit phosphate terminal ayant ete libere lors de la fragmentation. 

2. Procede, selon la revendication 1, caracterise en ce que le marquage de 
10 1'extremite 3' de chaque fragment de TARN s'effectue pour chaque fragment a 

l'exception du fragment constituant 1'extremite 3' de TARN de depart, et/ou que le 
marquage de 1'extremite 5' de chaque fragment de 1'ARN s'effectue pour chaque 
fragment a l'exception du fragment constituant Textremite 5' de 1'ARN de depart. 

15 3. Procede, selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caracterise en ce 

que la fragmentation et le marquage s'effectue en une etape. 

4. Procede, selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caracterise en ce 
que la fragmentation et le marquage s'effectue en deux etapes. 

20 

5. Procede, selon 1'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
que le marquage de 1'extremite 3' ou 5' d'un fragment d'ARN s'effectue par fixation, 
sur le phosphate en position 2', en position 3' ou en position 2 '-3 '-monophosphate 
cyclique, par rapport au ribose, d'une fonction reactive portee par un marqueur ou 

25 pouvant s'associer ulterieurement a un marqueur. 

6. Procede, selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
que la fragmentation et/ou le marquage de 1'extremite 3' ou 5' d'un fragment d'ARN 
s'effectue par fixation, sur le phosphate en position 2', en position 3' ou en position 2'- 

30 3'-monophosphate cyclique, par rapport au ribose, d'une fonction nucleophile, 
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electrophile, halogenure portee par un marqueur ou pouvant s'associer ulterieurement a 
au moins un marqueur. 

7. Procede, selon Tune quelconque des revendications I a 5, caracterise en ce 
5 gue la fragmentation de TARN s'effectue par voie enzymatique, chimique ou physique. 

8. Procede, selon la revendication 7, caracterise en ce que la fragmentation par 
voie enzymatique de TARN est realisee par des nucleases. 

10 9. Procede, selon la revendication 7, caracterise en ce que la fragmentation par 

voie chimique de TARN est realisee par des cations metalliques associes ou non a un 
catalyseur chimique. 

10. Procede, selon la revendication 9, caracterise en ce que les cations 
15 metalliques sont des ions Mg + \ Mn + \ Cu + \ Co" et/ou Zn + \ et que le catalyseur 
chimique est constitue par de ['imidazole, un analogue substitue, par exemple le N- 
methyl-imidazole, ou toute molecule chimique ayant une affinite pour TARN et portant 
un noyau imidazole ou un analogue substitue. 

20 11. Procede, selon la revendication 7, caracterise en ce que la fragmentation par 

voie physique de TARN est realisee par sonication ou par radiation. 

12. Procede, selon l'une quelconque des revendications 1 a 1 1, caracterise en ce 
que le marquage de Pextrtmite 3' ou 5' d'un fragment d'ARN s'effectue par fixation, 
25 sur le phosphate relie a la position 2\ a la position 3' ou a la position T-Y- 
monophosphate cyclique du ribose, d'une molecule R-X, ou R est constitue par le 
marqueur et X est Tagent de liaison entre le marqueur et TARN, tel qu'un groupement 
hydroxyle, amine, hydrazine, alcoxylamine, halogenure d'alkyle, phenyl-methyle 
halogenure, iodoacetamide, maleimide. 

30 
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13. Fragment d'ARN obtenu par le procede, selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 12, caracterise par le fait que le fragment d'ARN comporte, d'une 
part, un seul nucleotide marque au niveau du phosphate terminal situe a I'extremite 3' 
ou 5' du fragment d'ARN, ledit phosphate terminal ayant ete libere lors de la 

5 fragmentation, et d' autre part, au moins un autre nucleotide dont la base (purique : 
adenine/guanine ou pyrimidique : uracyle/cytosine) est identique a celle du nucleotide 
marque. 

14. Fragment d'ARN, selon la revendication 13, caracterise par le fait qu' il 
10 comporte de 10 a 100 nucleotides, preferentiellement de 30 a 70 et preferentiellement de 

40 a 60 nucleotides. 

15. Fragment d'ARN, selon l'une des revendications 13 ou 14, caracterise par le 
fait que le fragment d'ARN comporte au moins un nucleotide thiophosphate. 

15 

16. Fragment d'ARN, selon la revendication 15, caracterise par le fait que le 
nucleotide marque est un nucleotide thiophosphate. 

17. Utilisation d'un fragment d'ARN, selon l'une quelconque des revendications 
20 13 a 16, comme sonde de detection d'un ARN et/ou d'un ADN ou d'un fragment 

d'ARN et/ou d'ADN. 

18. Utilisation d'un fragment d'ARN, selon l'une quelconque des revendications 
13 a 16, comme cible marque pouvant se fixer sur une sonde de capture. 

25 
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